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1 饲 粮 中 添加 叶酸 和 维生素 B OL HERG E J E AE BSB 

2 程 漫漫 ” 张 廷 荣 ” 王 宝 维 ” 孔 敏 KAZ 天 斌 欧文 华 

3 《青岛 农业 大 学 优质 水 禽 研究 所 ， 国 家 水 禽 产业 技术 体系 营养 与 饲料 功能 研究 室 ， 青 岛 
4 266109) 


5 摘 要 : KAR SEE ed SAN Td 2 FH PEE Bio HY SERS A i ea 
6 m. MEHR 1 Aas eRe HEH 360 K, 随机 分 成 6 个 组 , 每 组 6 个 重复 , 每 个 重复 10 RE CA 
7 FH 1/2) 。 试 验 采 用 2x3( 叶 酸 x 维生素 B12) 两 因素 交叉 等 重复 的 析 因 设计 ， 饲 粮 中 叶酸 


8 ”的 添加 水 平分 别 为 0.55、2.50 mg/kg, 维生素 Bio 的 添加 水 平分 别 为 0.009、0.018、0.036 mg/kg. 


9 ， 工 一 V 组 饲 粮 中 叶酸 和 维生素 Bi 添加 水 平分 别 为 0.55 和 0.009 mg/kg、2.50 和 0.018 mg/kg, 


10 ”0.55 和 0.036 mg/kg. 2.50 和 0.009 mg/kg. 0.55 和 0.018 mg/kg、2.50 和 0.036 mg/kg。 试 验 
11 ”期 为 4 周 。 试 验 结束 后 ， 采 用 16S rRNA REFARI ERS Be J PZ CE ATE, HE 
12 F Illumina HiSeq 测序 平台 ， 利 用 双 末 端 测序 的 方法 ， 构 建 小 片段 文库 进行 测序 ， 并 进行 a 
13 ”多 样 性 和 差异 显著 物种 分 析 。 结 果 显 示 : 1) 饲 粮 中 添加 不 同 水 平 的 叶酸 和 维生素 Bi OY SEE 
14 ” 鹅 的 终 末 体重 、 平 均 日 增 重 有 显著 影响 (P<0.05) ， 对 料 重 比 无 显著 影响 CP>0.05) 。IV 组 
15 ”的 终 末 体重 和 平均 日 增 重 显著 高 于 其 他 5 组 (P<0.05)。2) WV 组 的 操作 分 类 单元 (OUT) 数 、 
16 ACE 指数 、Chaol 指数 最 高 ， 说 明言 肠 微生物 的 物种 丰 度 高 于 其 他 5 组 。 聚 类 分 析 表 明 I 
17 ”组 与 VI 组 盲肠 菌 群 相似 性 最 高 ，I 组 与 I 组 盲肠 菌 群 相 似 性 最 低 。3)〉 ARIS RET 
18 “(Firmicutes)、 拟 杆菌 门 (Bacteroidetes) 和 变形 菌 门 (Proteobacteria) 为 优势 菌 门 ， 饲 粮 添 加 不 同 
19 ”水 平 的 叶酸 和 维生素 B: 使 雏 忽 盲 肠 菌 群 门 水 平 丰 度 发 生 了 变化 ， 其 中 厚 壁 菌 门 、 拟 杆菌 门 
20 AIAG PA IARC Se. HERS Ea oe AS HSE po BO 个 菌 属 ， 工 一 VI 组 分 别 检测 到 86、84、 


21 ”83、87、87、83 个 菌 属 ， 相 对 丰 度 较 高 的 5 个 属 分 别 为 脱 磷 弧 菌 属 (Desulfovibrio) 、 杆 菌 


22 属 (Bacterium)、 拟 杆菌 属 (Bacteroides)、 另 枝 菌 属 C4listipes ) 和 巴 那 斯 拉 菌 属 CBarnesiella)。 
23 ”优势 菌 属 的 相对 丰 度 在 不 同 组 之 间 存 在 较 大 差异 。 在 种 水 平 上 , 杆菌 在 各 组 盲肠 菌 群 中 均 占 
24 绝对 优势 ， 其 相对 丰 度 在 了 一 VI 组 分 别 为 93.5%、93.7%、87.8%、95.2%、93.4% 和 87.9%, 
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组 间 差 异 不 显著 (P>0.05) 。 由 此 得 出 ， 饲 粮 中 添加 2.50 mg/kg 叶酸 和 0.009 mg/kg 维生素 


Bi 能 够 优化 锥 殷 盲 肠 菌 群 结构 ， 增 加 有 益 菌 的 丰 度 ， 进 而 提高 生长 性 能 。 
关键 词 : 叶酸 ; 维生素 Boos “ERS; ARIS PERE: Biba ta 
中 图 分 类 号 ;S816 ”文献 标识 码 : A ”文章 编号 : 

肠 道 微生物 与 动物 营养 代谢 、 肥 胖 、 脂 肪 沉积 和 糖尿 病 等 有 密切 的 关系 ， 肠 道 微生物 在 
营养 代谢 方面 主要 作用 于 碳水 化 合 物 代谢 、 蛋 白质 和 氨基 酸 代 谢 、 脂 质 代谢 、 维 生 素 代 谢 及 
矿物 质 代谢 等 四。 研究 表明 肠 道 微 生物 还 与 宿主 功能 关系 密切 ， 能 够 维持 宿主 健康 、 提 高 
产 性 能 、 降 低 环境 污染 以 及 提高 动物 产品 安全 性 PC9。 动 物 肠 道 中 存在 的 大 量 菌 群 在 提高 营 
养 物质 利用 以 及 维护 动物 机 体 健康 等 方面 起 了 很 大 的 作用 。 为 此 , 进一步 研究 肠 道 菌 群 结构 
与 营养 利用 率 、 生 产 性 能 的 关系 对 指导 动物 饲 粮 配制 具有 重要 意义 。 研 究 表明 ， 叶 酸 是 一 种 
重要 的 B 族 维生素 ， 对 于 维持 动物 机 体 健 康 、 正 常 的 生理 机 能 和 生产 性 能 具有 重要 作用 ， 
而 且 是 肠 道 微生物 的 必需 物质 ， 肠 道 微生物 要 竞争 性 的 合成 和 利用 一 定量 的 叶酸 外， 而 维 生 
素 Bu 作为 一 碳 代 谢 的 辅酶 ， 可 以 提高 叶酸 利用 率 ， 促 进 多 种 DNA 合成 等 加。 叶酸 和 维 生 
素 Bi 缺乏 除 导 致 白细胞 数量 减少 外 ， 还 可 使 淋巴 细胞 功能 损害 ， 影 响 体液 免疫 ,造成 中 性 
粒 细胞 杀菌 能 力 下 降 趾 。 高 通 量 测序 技术 早已 被 用 来 研究 家 禽 肠 道 微生物 多 样 性 ， 研 究 结 果 
表明 在 鸡 的 盲肠 中 厚 壁 菌 门 、 拟 杆菌 门 和 变形 菌 门 为 主要 优势 菌 门 &9。 饲 粮 中 添加 叶酸 、 


N] 


维生素 B NZA ET ERER OT FE ARE), (RAS TA AC A a EAE Bio 20. 


aL HERG TEL hE OT FEI Mh Fo AS A CE Vi HS HE YAS DAS Td KP I Bi PE AE ZR B12， 
在 研究 饲 粮 中 添加 叶酸 和 维生素 B HE SHER ER PE BEM AE, AH 16S RNA 高 通 量 
测序 技术 对 饲 喂 添 加 不 同 水 平 叶酸 和 维生素 Bt Td A) SERS BY E Wi ad PEAT od EES 


为 鹅 营养 需要 量 标准 的 制订 提供 理论 依据 。 


1. 材料 与 方法 


1.1 试验 材料 及 饲 粮 组 成 


叶酸 : 饲料 级 ， 叶 酸 含量 为 966%， 宁 夏 金 维 


素 B 含量 为 1%， 宁 夏 金 维 制药 股份 有 限 公司 产 


言 肠 菌 群 组 成 和 结构 ， 进 一 步 研 究 叶 酸 和 维生素 Bi 对 锥 悉 肠 道 菌 群 结构 的 影响 ， 骨 在 确定 
叶酸 和 维生素 Bs 添加 水 平 与 锥 狗 盲 肠 菌 群 结构 的 关系 ,探讨 提高 家 禽 生 长 性 能 的 途径 ， 并 


制药 股份 有 限 公司 产品 。 维 生 素 Biz: 维 生 


im 
HH o 


基础 饲 粮 以 NRC(1994)03 为 主要 参考 依据 配制 ， 其 组 成 及 营养 水 平 见 表 1。 采 用 高 效 液 


53 


54 


55 


56 


57 


58 


59 


60 


6l 


62 


63 


64 


65 


66 


67 


相 色谱 法 测 得 基础 饲 粮 中 叶酸 含 


[fini 


表 1 基础 饲 粮 组 成 及 营养 水 平 〈 风 干 基 础 ) ( 


I ~V) 


量 为 0.42 mg/kg， 维 生 素 Bi 含量 为 0.00 mg/kg. 


Table ] Composition and nutrient levels of the basal diet (air-dry basis) % 
原料 Ingredients 含量 Content 营养 水 平 Nutrient levels”) 含量 Content 
玉米 Corn 57.3 代谢 能 ME/ (MJ/kg) 11.51 
大 豆粕 Soybean meal 22.4 粗 蛋 白质 CP 18.15 
菜 籽 粕 Rpeseed dregs 4.00 粗 纤维 CF 5.32 
玉米 秸秆 Corn straw 7.50 钙 Ca 1.05 
玉米 酒糟 及 可 溶 物 
5.00 有 效 磷 AP 0.36 

Corn DDGS 
磷酸 氧 钙 CaHPO4 1.00 FAR Cys 0.46 
石粉 Limestone 2.00 PRAT Lys 0.91 
食盐 NaCl 0.30 蛋氨酸 Met 0.31 
微量 元 素 Trace elements!) 0.20 维生素 Bn VB 0 
多 维 Multivitamin” 0.30 叶酸 Folic acid 0.42 
合计 Total 100.00 


1 多 维和 微量 元 素 〈 不 含 叶酸 和 维生素 Bi;〉 为 每 千克 饲 粮 提供 The multivitamin and trace elements 


(without folic acid and VB12) provided the following per kg of the diet: VA 1 500 mg, VD; 200 IU, VE 12.5 mg, 


VK; 1.5 mg, VB; 2.2 mg, VB25.0 mg, HFR nicotinic acid 65 mg，VBe 2 mg， 生 物 素 biotin 0.2 mg, Z 


pantothenate 15 mg, 胆 碱 choline 1 000 mg, Fe 90 mg, Cu 6 mg, Mn 85 mg, Zn 85 mg, I 0.42 mg, Se 0.3 mg, 


Co 2.5 mg。 


> 叶酸 和 维生素 Bi 为 实测 值 ， 其 他 营养 水 平 为 计算 值 。Folic acid and VB were measured value, while 


other nutrient levels were calculated values. 


每 个 


1.2 ”试验 设计 

试验 用 鹅 由 国家 水 禽 产 业 技 术 体系 育种 基地 高 密 银 河 润 脸 筷 业 有 限 公司 提供 ,选择 初始 
体重 差异 不 显著 (P>0.05) 的 1 日 龄 五 龙 殷 360 只 ， 随 机 分 为 6 组， 每 组 6 个 重复 ， 
重复 10 RRM, 公 母 各 占 1/2。 试验 采用 2x3( 叶 酸 x 维 生 素 B12) 两 因素 交叉 等 重复 的 析 因 


饲 粮 中 叶酸 的 添加 水 平分 别 为 0.55、2.50 mg/kg, 2 


设计 ， 


EER Bi 的 添加 水 平分 别 为 0.009、0.018、 
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83 


0.036 mg/kg， 试 验 分 组 见 表 2。 试 验 期 为 4 周 (1~28 日 龄 ) 。 
表 2 试验 分 组 


Table 2 Experiment grouping mg/kg 


组 别 Groups 叶酸 Folic acid 维生素 Bo VBi2 


I 0.55 0.009 
Il 2.50 0.018 
M 0.55 0.036 
IV 2.50 0.009 
V 0.55 0.018 
VI 2.50 0.036 


1.3 ”饲养 


me 


试验 前 鹅 舍 进行 彻底 全 面 的 消毒 ， 以 防止 疾病 的 传播 ， 采用 全 期 舍 饲 ,地 面 饲养 ,试验 
鹅 自 由 饮水 和 采 食 ; DURES; 搞 好 鹅 舍 内 环境 卫生 ,保持 地 面 洁净 干燥 ,观察 搁 的 健康 状 
况 ， 做 好 疾病 防 控 工作 。 


1.4 样品 采集 与 指标 测定 


1.4.1 生长 性 能 测定 


饲养 试验 结束 后 停 饲 6h, 然后 逐 只 空腹 称 重 , 统计 各 组 试验 息 的 体重 和 增 重 情 况 ， 计 
算 终 末 体重 (FBW)、 平 均 日 增 


E (CADG) 和 料 重 比 (F/G) 


lirli 


14.2 ”盲肠 菌 群 结构 测定 


14.2.1 ”盲肠 样品 的 采 鲁 


7 


空腹 称 重 后 ， 各 重复 随机 选择 2 KÉ, ABR A 1/2， 颈 静脉 放血 致死 后 迅速 训 开 腹腔 ， 
无 菌 操作 取出 盲肠 ， 迅 速 收集 到 冻 存 管 中 液 氮 保存 ， 然 后 转移 到 -80 °C 冰箱 保存 待 测 。 


un) 
mi 


lim 


14.2.2 ”盲肠 细菌 总 DNA 的 提取 
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84 对 每 个 样品 进行 单独 测定 ， 采用 天 根 生化 科技 有 限 公 司 的 基因 组 DNA 试剂 盒 提取 了 


85 ” 肠 细 菌 总 DNA. 


DE 
mt 


86 1423 盲肠 细菌 总 DNA 的 定量 和 纯度 检测 


87 总 DNA 含量 用 DNA 定量 仪 进行 测定 , DNA 纯度 用 OD260/OD 290 进行 表述 ,同时 用 0.8% 


88 ”琼脂 糖 凝 胶 电泳 检测 DNA 片段 大 小 。 


89 1.4.2.5 PCR 扩 增 及 细菌 16s rRNA 测序 分 析 


90 按照 细菌 16S rRNA(V3+V4) 区 域 合 成 引物 : 上 游 引物， 


91 5'-ACTCCTACGGGAGGCAGCA-3'; 下 游 引 物 ，5'- GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3'。 样品 


92 KMF PCR 预 试 验 的 程序 如 下 : 95 ?C 预 变性 5 min, 95 °C 变性 30 s，50 °C 退火 30s, 72°C 


93 ”延伸 40s， 共 25 个 循环 。 


94 ”1.5 数据 统计 与 分 析 


95 利用 SPSS 17.0 软件 中 一 般 线性 模型 (GLM ) 分 析 主 效应 和 互 作 ， 再 用 ANOVA 和 LSD 
96 ”法 对 数据 进行 差异 显著 性 分 析 。 将 优化 序列 进行 聚 类 ， 划 分 操作 分 类 单位 (OTU〉， 基 于 
97 ”OTU 分 析 结 果 ， 对 样品 在 各 个 分 类 水 平 上 进行 分 类 学 分 析 ， 获 得 各 样品 在 门 、 属 、 种 分 类 
98 ”学 水 平 上 的 菌 群 结构 图 、 物 种 丰 度 聚 类 热 图 等 。 


99 2 结果 与 分 析 


100 2.1 饲 粮 中 添加 叶酸 和 维生素 Bi 对 锥 笋 生长 性 能 的 影响 


101 饲 粮 中 添加 叶酸 和 维生素 Bi 水 平 对 雏 忽 终 未 体重 .平均 日 增 重 和 料 重 比 的 影响 见 表 3。 
102 ” 饲 粮 中 添加 不 同 水 平 的 叶酸 对 锥 鹅 终 末 体重 、 平 均 日 增 重 和 料 重 比 的 影响 均 不 显著 (P>0.05)。 
103 ” 饲 粮 中 添加 不 同 水 平 的 维生素 Bi 对 锥 急 终 末 体 重 、 平 均 日 增 重 的 影响 显著 (P<0.05)， 对 料 
104 ” 重 比 的 影响 不 显著 (P>0.05)。 叶 酸 和 维生素 Bi 的 交互 作用 对 锥 鹅 终 末 体 重 、 平 均 日 增 重 的 
105 ”影响 显著 (P<0.05)， 对 料 重 比 的 影响 不 显著 (P>0.05)。 其 中 , IV 组 的 终 末 体重 和 平均 日 增 重 
106 ”显著 高 于 其 他 5 组 (P<0.05)， 表 明 饲 粮 中 添加 2.50 mg/kg 叶酸 和 0.09 mg/kg 维生素 Biz YEE 
107 ” 鹅 的 生长 性 能 最 佳 。 


108 表 3 饲 粮 中 添加 叶酸 和 维生素 Bt HY SERGE TR PE ERI 
109 Table 3 Effects of folic acid and VBi2 supplementations on growth performance of gosling 
组 别 Groups P{— P-value 
叶酸 交互 作 
项 目 Items 均值 标准 误 i ; 维生素 5 
I II II IV V VI Folic Interactio 
SEM . Bi2 VBi2 
acid n 
AREE 
1 175.0? 1 078.5° 1 117.1° 1 276.1° 1 199.4? 1 106.2° 7.10 ns <0.01 <0.01 
FBW/g 
平均 日 增 
39.1° 36.5° 37.0° 42.8° 39.5? 36.8° 0.23 ns <0.01 <0.01 
重 ADG/g 
料 重 比 
2.31 2.28 2.29 2.30 2.28 2.27 0.04 ns ns ns 
F/G 
110 同行 数据 肩 标 无 字母 或 相同 字母 表示 差异 不 显著 (P>0.053)， 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 
111 ” (P=0.05)。ns= 差 异 不 显著 。 
112 In the same row, values with no or the same letter superscripts mean no significant difference 
113 (P>0.05), while with different small letter superscripts mean significant difference (P<0.05). ns= 
114 not significant. 
115 2.2 饲 粮 中 添加 叶酸 和 维生素 Bi XP HERS E Hy E BF Fd FY 2 
116 221 菌 群 o 多 样 性 分 析 结 果 
117 由 表 4 可 知 , 饲 粮 中 添加 不 同 水 平 的 叶酸 和 维生素 Bt 组 合 使 维 忽 盲 肠 微生物 的 丰 度 和 
118 ”多 样 性 发 生 了 改变 。IV 组 的 OUT、ACE 指数 、Chaol 指数 最 高 ， 表 明 IV 组 盲肠 微生物 的 物 
119 ”种 丰 度 高 于 其 他 5 个 组 ，V 组 的 Shannon 指数 最 高 ，Simpson 指数 最 小 ， 表 明 V 组 的 群落 多 
120 ，” 样 性 最 高 ， 个 体 分 配 最 均匀 。 另 外 ， 本 试验 还 统计 了 反映 OUT 测序 深度 的 指数 覆盖 度 
121 (coverage) , 6 组 样本 的 coverage 值 均 大 于 0.999， 表 明 样 本 中 物种 被 测 出 的 概率 很 高 。 
122 表 4 a 多 样 性 指数 
123 Table 4 a diversity indices 


组 别 


Groups 


操作 分 类 单 ACE 指数 Chaol 指数 Simpson 指数 Shannon 指数 fom Ë 
元 数 OUTs ACE index Chaol index Simpson index Shannon index Coverage 
No./ 个 
758 773.0 772.9 0.067 4.02 0.999 7 
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I 672 
II 693 
IV 768 
V 743 
VI 730 


709.6 


720.5 


783.3 


749.7 


742.6 


713.2 


727.0 


786.3 
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746.5 


0.048 


0.117 


0.071 


0.031 


0.032 
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0.999 4 
0.999 5 
0.999 6 
0.999 8 


0.999 7 


Shannon 曲线 是 利用 各 样本 的 测序 量 在 不 同 测序 深度 时 的 微生物 多 样 性 指数 构建 的 曲 
线 ， 以 此 来 反映 各 样本 在 不 同 测序 量 时 的 微生物 多 样 性 。 由 图 1 可 知 ， 起 初 曲线 直线 上 升 ， 
随后 缓慢 升 高 直至 平滑 ，6 组 样本 均 表 现 出 先 又 增 后 趋 于 某 一 个 定 值 的 趋势 ， 由 此 表明 ，6 
组 样本 的 测序 量 都 足以 覆盖 样本 中 绝 大 部 分 微生物 。 


Di: I 组 ; D2: 12H; D3: M; D4: IV; D5: V 组 ; D6: VI 组 。 下 图 同 。 


D1: group I; D2: group II; D3: group IN; D4: group IV; D5: group V; D6: group VI. The same as 


below. 


图 1 


Fig.1 


Shannon 曲线 


Shannon curve 


由 图 2 可 知 ,本 试验 样本 组 成 的 红色 箱 式 曲线 先 缓慢 升 高 后 趋 于 平缓 , 表明 物种 不 随 样 
本 量 的 增加 而 显著 增多 ; 绿色 箱 式 曲线 先 下 降 后 趋 于 平缓 , 表明 所 取样 本 中 的 共有 物种 趋 于 
饱和 。 红 色 和 绿色 箱 式 曲线 结果 均 说 明 本 试验 所 取样 本 量 足 以 反映 当前 所 有 微生物 物种 。 
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2 属 水 平 物种 累积 曲线 图 


Fig.2 Cumulative curve chart of species in genus level 


2.3 ” 菌 群 相似 性 分 析 结 果 


通过 分 析 不 同 组 样本 OUT 的 组 成 可 以 反映 样品 的 差异 和 距离 。 采 用 非 加 权 组 平均 
(UPGMA) 法 对 样本 进行 聚 类 分 析 。 距 离 标 扩 下 ， 由 样本 UPGMA RKA (R3) 可 知 ，I 组 
与 VI 组 距离 最 小 ， 说 明 I 组 与 VI 组 盲肠 菌 群 组 成 相似 性 最 高 ，I 组 与 I 组 距离 最 大 ， 说 明 I 组 与 
I 组 盲肠 菌 群 组 成 相似 性 最 低 。 这 说 明 饲 粮 中 添加 不 同 水 平 的 叶酸 和 维生素 B XER E 
菌 群 结构 产生 了 一 定 的 影响 。 图 4 所 示 的 组 间 主 坐标 分 析 CPCoA) 结果 与 该 结果 相似 。 
0.44 0.50 0.60 0.70 0.80 0.90 1.00 
D1 
D4 
D5 
-D6 
-D3 


D2 
图 3 UPGMA 聚 类 树 


Fig.3 UPGMA clustering tree 


201812.00310v1 


chinaXiv 


151 
152 


153 


154 


155 


156 


157 


158 


159 


160 


161 
162 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


PCoA - PC1 vs PC2 


O DI 
A D2 
+ D3 
X D4 
© D5 
Y D6 


PC2-Percent variation explained 34.77% 


-5 0 3 10 
PC1-Percent variation explained 45.03% 


4 PCoA 
Fig.4 PCoA chart 

图 5 ASERS Baa EI ACP Ee RRA. BRATA, WA SIVAN RK, 
分 支 距离 也 最 远 , 表明 I 组 与 IV 组 在 属 水 平 上 菌 群 相似 性 最 低 ; I 组 与 II 组 、VI 组 颜色 差异 均 
较 小 ， 距 离 较 近 ， 表 明 I 组 与 II 组 、VI 组 在 属 水 平 上 菌 群 相似 性 均 较 高 ; I 组 与 V 组 颜色 差异 
最 小 ， 距 离 最 近 ， 表 明 II 组 与 V 组 在 属 水 平 上 菌 群 相似 性 最 高 ;II 组 与 IV 组 颜色 差异 最 小 ， 
距离 最 近 , 表明 II 组 与 IV 组 在 属 水 平 上 菌 群 相似 性 最 高 。 上 述 结 果 说 明 饲 粮 中 添加 不 同 水 平 
的 叶酸 和 维生素 Bl (EMERG Bi A EZ AE TE. 


5 属 水 平 物种 丰 度 聚 类 热 图 
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Fig.5 Species abundance clustering heat map in genus level 


2.4 优势 菌 群 分 析 


图 6 显示 的 是 饲 粮 添加 不 同 水 平 的 叶酸 和 维生素 Bi XE SERS E Ny Tal 


群 门 水 平 丰 度 的 影响 。 


在 相似 性 97% 的 门 水 平 下 ， 所 有 盲肠 样本 中 检测 到 10 个 菌 门 ， 其 中 VI 组 、V 组 、IV 组 均 检 


测 出 9 个 菌 门 ，II 组 、I 组 分 别 检测 到 8 和 7 个 菌 


相对 丰 度 ， 可 知 厚 壁 菌 门 (Firmicutes)、 拟 杆菌 门 (Bacteroidetes) 和 变形 菌 


门 。 分 别 计算 盲肠 样本 中 检测 到 的 菌 门 的 


门 (Proteobacteria) 为 


优势 菌 门 。 图 7 显示 的 是 优势 菌 门 的 相对 丰 度 ，I 组 厚 壁 菌 门 相对 丰 度 最 高 ， 为 61.5%， 显 
著 高 于 其 他 各 组 (P<0.05) ; VI 组 拟 杆 菌 门 相对 丰 度 最 高 ， 为 38.4%， 与 II 组 、V 组 差异 不 


显著 (P>0.05) ; I 组 变形 菌 门 相 对 丰 度 最 高 ， 为 37.7%， 显 著 高 于 I 组 、V 组 (P<0.05) 。 


此 外 , 蓝藻 菌 门 CCyanobacteria) 在 IV 组 的 相对 丰 度 最 高 ,为 1.89%, 疣 微 菌 门 (Verrucomicrobia ) 


在 VI 组 的 相对 丰 度 最 高 , 为 3.1%, 无 壁 菌 


i] (Tenericutes) 在 V 组 的 相对 丰 度 最 高 , 为 2.7%。 


其 他 菌 门 如 放 线 菌 门 (Actinobacteria) 和 脱 铁杆 菌 门 (Deferribacteres ) 相对 丰 度 较 低 (<0.1%0)， 


至 在 有 些 样本 中 未 检测 到 。 饲 粮 添加 不 同 水 平 的 叶酸 和 维生素 B EER B RE TKF 


丰 度 发 生 了 变化 ， 其 中 厚 壁 菌 门 、 拟 杆菌 门 和 变形 菌 门 变化 明显 ， 这 说 明 ， 饲 粮 中 添加 不 同 
水 乎 叶酸 和 维生素 Bio AR S ER Bi Hi EEA o 


100% 


80% 


60% 


40% 


Relative abundance (%) 


20% 


0% 


E Unknown 

~ Others 

E Actinobacteria 
Deferribacteres 

E Elusimicrobia 

 Lentisphaerae 

E Tenericutes 

© Verrucomicrobia 


E Cyanobacteria 
Proteobacteria 
E Bacteroidetes 


Firmicutes 


DI D2 D3 D4 D5 D6 
Sample 


Unknown: ASME; Others: 其 他 ; 放 线 菌 门 : Actinobacteria; 脱 铁杆 菌 门 : 


Deferribacteres; iR 


球形 菌 门 ，Lentisphaerae; 无 壁 菌 门 : Tenericutes; 疣 微 菌 门 ，Verrucomicrobia; 蓝藻 菌 门 : Cyanobacteria; 
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疣 微 菌 门 : Verrucomicrobia. 


门 : Proteobacteria; 拟 杆 


Be tail]: Firmicutes; WA 


门 : Bacteroidetes; 厚 壁 菌 门 : Firmicutes 。 


Ale 门 水 平 物种 分 布 柱状 图 


Fig.6 Distribution histogram of species in phylum level 


J: Bacteroidetes; 变形 菌 门 : Proteobacteria; 蓝藻 


数据 柱 标注 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 (P<0.05) 。 图 9 和 图 11 同 。 
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门 : Cyanobacteria; 


Data columns with different small letters mean significant difference (P<0.05) .The same as Fig.9 and 


Fig.11. 


17 各 组 门 水 平 优势 菌 结构 与 分 布 


Fig.7 Structure and distribution of dominant microorganisms in phylum level of each group 


图 8 显示 了 饲 粮 添加 不 同 水 平 的 叶酸 和 维生素 Bi XER E 


F 丰 度 的 影响 。 


所 有 盲肠 样本 中 共 检 测 到 91 个 菌 属 ，I 一 VI 组 分 别 检测 到 86、84、83、87、87、83 个 菌 属 。 


如 图 9 所 示 , 相 对 丰 度 较 高 的 5 个 属 分 别 为 脱 碰 弧 菌 属 (Desulfovibrio)、 杆 菌 


属 (Bacterium)、 


SUF ta) (Bacteroides) 、 男 枝 菌 属 (Alistipes) 和 巴 那 斯 拉 菌 属 (Barnesiella) 。 如 图 8 
所 示 ， 相 对 丰 度 排名 前 5 的 优势 菌 属 的 相对 丰 度 在 不 同 组 之 间 存 在 
在 I 组 、I 组 和 IV 组 中 相对 丰 度 较 高 ， 与 另外 3 组 差异 显著 (P<0.05); IV 组 的 杆菌 属相 对 丰 


其 他 5 组 (P<0.05); V 组 的 拟 杆菌 属相 对 丰 度 最 高 ， 


de 
度 最 高 ， we aT} 


和 IV 组 (P<0.05); VI 组 的 另 枝 菌 属相 对 丰 度 最 高 ， 显 著 高 于 除 I[ 组 外 的 
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II 组 的 巴 那 斯 拉 菌 属相 对 丰 度 最 高 ， 显 著 高 于 其 他 5 组 (P<0.05)。 
100% 7, 一 一 j 
80% | | | | 


60% 
40% 


E Unknown 
~ Others 


E Anaerotruncus 


| 
Parabacteroides 
E Phascolarctobacterium 
E Faecalibacterium 
E Ruminococcaceae_UCG-014 
© Barnesiella 
E Alistipes 


Relative abundance (%) 


20% E Bacteroides 


E Bacterium 


0% Desulfovibrio 
D1 D2 D3 D4 D5 D6 


Unknown: 未 知 菌 ; Others: 其 他 ; 厌 氧 棍 状 菌 属 : Anaerotruncus; 副 类 杆菌 属 : Parabacteroides; 考 拉杆 


wW 


E 


fl}: Phascolarctobacterium; ZWAR JE: Faecalibacterium; WA 3 ERE UCG-014 菌 属 : Ruminococcaceae 


UCG-014; 巴 那 斯 拉 菌 属 : Barnesiella; 另 枝 菌 属 : Alistipes; 拟 杆 菌 属 : Bacteroides; 杆菌 属 : Bacterium; 


脱 磷 弧 菌 属 : Desulfovibrio 


图 8 属 水 平 物种 分 布 柱状 图 


Fig.8 Distribution histogram of species in genus level 


MBELE S: Desulfovibrio; 杆菌 属 : Bacterium; 拟 杆 菌 属 : Bacteroides; ALE): Alistipes; 
巴 那 斯 拉 菌 属 : Barnesiella。 


9 各 组 属 水 平 优势 菌 结构 与 分 布 
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Fig.9 Structure and distribution of dominant microorganisms in genus level of each group 


10 显示 了 饲 粮 中 添加 不 同 水 平 的 叶酸 和 维生素 Bi OY HERS E J A EEN 


水 平 丰 度 的 影 


响 。 如 图 11 所 示 ， 在 种 水 平 ，6 组 样本 中 ， 杆 菌 (Bacilus) 在 I~VI 组 中 的 相对 丰 度 分 别 为 
93.5%、93.7%、87.8%、95.2%、93.4% 和 87.9%， 表 明 杆 菌 在 锥 鹅 盲肠 种 水 平 上 有 绝对 优势 。 
饲 粮 中 添加 不 同 水 平 叶 酸 和 维生素 Bi 组 合 对 锥 鹅 盲 肠 中 其 他 菌 种 相对 丰 度 的 


显著 水 平 (P>0.05)。 
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Fig.10 Distribution histogram of species in species level 
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图 11 各 组 种 水 平 优势 菌 结 构 与 分 布 
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Fig.ll Structure and distribution of dominant microorganisms in species level of each group 


3 讨论 


3.1 ”叶酸 和 维生素 Bi 的 功能 与 相互 关系 


肠 道 微生物 既 影响 着 营养 物质 的 消化 、 吸 收 和 请 


# 量 供应 ， 又 调控 着 宿主 正常 生理 功能 


疾病 的 发 生 与 发 展 ， 肠 道 微 生 态 系统 对 机 体 正常 功能 的 运行 有 着 至 关 重 要 的 影响 (和 9。 目前 ， 
关于 用 高 通 量 测序 来 测定 家 禽 肠 道 菌 群 的 研究 早 有 报道 。 研究 表明 , 肠 道 微生物 及 其 代谢 对 


肉 仔 鸡 的 营养 、 健 康 与 疾病 具有 重要 的 影响 和 调控 作用 , 通过 营养 方式 干预 宿主 肠 道 微生物 


健康 已 经 成 为 动物 营养 学 研究 的 热点 19。 研究 表明 ， 


在 玉米 -豆粕 型 肉 仔鸡 饲 粮 中 添加 叶酸 ， 


可 提高 采 食 量 和 体重 且 以 3.0 mg/kg 叶酸 组 的 效果 最 显 音 册 。 薛 安永 等 上 发现， 在 8 周 龄 肉 


杂 鸡 饲 粮 中 添加 叶酸 ， 日 采 食量 和 日 增 重 在 含有 1. 


64 mg/kg 叶酸 组 与 其 他 各 组 间 存 在 显著 


差异 ; 与 对 照 组 比较 ,日 增 重 和 日 采 食 量 在 叶酸 添加 组 有 增加 的 趋势 。 余 有 贵 0 研究 表明 ， 


叶酸 具有 维持 动物 免疫 系统 正常 功能 的 作用 , 其 缺乏 会 提高 动物 对 细菌 的 敏感 性 , 阻碍 淋巴 


NS 


胞 正常 功能 的 发 挥 及 抗体 的 合成 。 


维生素 Bl 作为 辅酶 ， 参 与 一 碳 单位 的 合成 ， 在 DNA 甲 基 化 中 起 着 非常 重要 的 作用 。 
维生素 Bio 影响 着 叶酸 的 代谢 效率 ， 并 且 参 与 嗓 哈 和 核 音 酸 的 合成 ， 同 时 维持 DNA 的 合成 


与 修复 ， 保 证 染色 体 的 稳定 性 。 维 生 素 Br 在 机 体内 主要 通过 2 种 物质 吸收 和 转运 ， 分 别 是 


内 源 因子 (intrisic factor,IF) 和 和 销 胺 转运 蛋白 (transcobalamin，TC)。 所 以 ， 维生素 By 实际 上 与 


核酸 和 蛋白 质 的 合成 密切 相关 09。 维生素 B 依赖 的 是 蛋氨酸 合成 酶 ,能 催化 1 个 甲 基 基 团 ， 


从 甲 基 四 氧 叶酸 上 转移 至 同型 半 胱 氮 酸 (Hecy), 形成 


和 蛋氨酸, 最 终 形成 $ HRT ER UI (SAM )。 


缺乏 维生素 Bia 将 减少 DNA 甲 基 化 的 SAM 可 利用 


量 ， 从 而 影响 其 基因 的 表达 074。 叶 酸 与 


维生素 Bio 联合 应 用 的 研究 常见 于 医学 报道 ， 而 在 家 禽 营养 学 上 的 研究 基本 处 于 空白 。 本 试 
验 首 次 利用 高 通 量 测序 技术 研究 饲 粮 中 联合 添加 不 同 水 平 的 叶酸 和 维生素 B XER E A 


群 结构 的 影响 ， 以 探讨 不 同 添加 水 平 叶 酸 和 维生素 Bi 的 组 合 效应 对 盲肠 菌 群 结构 的 干预 效 
果 。 本 试验 中 IV 组 (叶酸 添加 水 平 2.50 mg/kgx 维 生 素 Bio 添加 水 平 0.009 mg/kg) 的 OUT. 
ACE 指数 、Chaol 指数 均 最 高 ， 表 明 IV 组 盲肠 微生物 的 物种 丰 度 高 于 其 他 5 组 ， 饲 粮 中 添 
加 不 同 水 平 的 叶酸 和 维生素 Bi 能 够 影响 锥 和 急 盲 肠 菌 群 组 成 和 数量 。 


3.2 ” 饲 粮 中 添加 叶酸 和 维生素 Bu 对 锥 殷 盲 肠 菌 群 结构 的 影响 
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255 研究 证 明 , 厚 壁 菌 门 与 肠 道 吸收 营养 息息相关 , 肥胖 人 体内 厚 壁 菌 门 一 般 维 持 一 个 较 高 
256 ”的 比例 , 且 菌 群 多样 性 程度 较 差 , 同时 厚 壁 菌 门 细菌 种 类 的 比例 增加 可 能 有 助 于 肥胖 的 病理 
257 ”生理 学 ， 肥 胖 的 严重 程度 往往 与 厚 壁 菌 门 占 比 呈正 相关 M9。 厚 壁 菌 门 主要 功能 是 对 碳水 化 
258 ” 合 物 和 和 蛋白质 进行 水 解 ， 而 拟 杆菌 门 主要 作用 于 类 固 醇 、 多 糖 和 胆汁 酸 的 代谢 ， 有 助 于 宿主 
259 ”对 多 糖 的 吸收 以 及 蛋白 质 的 合成 [9。Hildebrandt 等 20 在 对 REL IGE ARER BR AES E BR GE 
260 ” 常 饮 食 切 换 到 高 脂肪 饮食 后 发 现 , 拟 杆菌 门 的 数量 有 所 减少 而 厚 壁 菌 门 和 变形 菌 门 的 数量 有 
261 ”所 增加 , 作者 推测 这 种 变化 是 由 高 脂肪 饮食 引起 而 不 是 肥胖 本 身 所 引起 。 本 试验 在 所 有 针 殷 
262 ”盲肠 样本 中 共 检 测 到 10 个 菌 门 ， 其 中 厚 壁 菌 门 、 拟 杆菌 门 和 变形 菌 门 为 优势 菌 门 ， 这 与 之 
263 ”前 的 报道 2 结果 一 致 。 各 组 盲肠 样本 在 门 、 属 水 平 上 的 苦 群 分 布 均 存 在 差异 。 在 门 水 平 上 ， 
264 ”组 厚 壁 菌 门 的 相对 丰 度 最 高 , VI 组 拟 杆菌 门 的 相对 丰 度 最 高 ,I 组 变形 菌 门 的 相对 丰 度 最 高 。 
265 ”在 属 水 平 上 ， 相 对 丰 度 最 高 的 5 个 属 分 别 为 脱 磷 弧 菌 属 、 杆 菌 属 、 拟 杆菌 属 、 另 枝 菌 属 和 巴 
266 ” 那 斯 拉 菌 属 ， 且 优势 菌 属 的 相对 丰 度 在 不 同 组 之 间 存 在 较 大 差异 ， 在 种 水 平 上 ，6 ARE 
267 ”样本 中 杆菌 均 有 绝对 优势 , 但 组 间 差 异 不 显著 。 这 表明 饲 粮 中 添加 不 同 水 平 的 叶酸 和 维生素 
268 ”Biz 影响 了 锥 鹅 盲 肠 的 菌 群 结构 。 结 合生 长 性 能 结果 ， 饲 粮 中 添加 2.50 mg/kg 叶酸 和 0.009 
269 = mg/kg 维生素 Bi 的 组 锥 悉 的 终 末 体重 和 平均 日 增 重 最 高 ， 进 一 步 表 明 饲 粮 中 叶酸 和 维生素 


270 ”Bu 组合 通过 调节 锥 和 殷 盲 肠 菌 群 结构 影响 其 生长 性 能 。 


271 4 结 论 


272 © 饲 粮 中 添加 2.50 mg/kg 叶酸 和 0.009 mg/kg 维生素 By 的 组 锥 鹅 的 终 末 体重 和 平均 日 
273 ” 增 重 最 高 。 
274 © 饲 粮 中 添加 2.50 mg/kg 叶酸 和 0.009 mg/kg 维生素 Bt 的 盲肠 菌 群 OUT. ACE 指数 、 


275 Chaol 指数 最 高 ， 物 种 丰 度 最 高 。 


276 © 盲肠 优势 菌 门 和 优势 菌 属 的 相对 丰 度 在 不 同 组 之 间 存 在 较 大 差异 ， 但 杆菌 在 各 组 纵 
277 ” 鹅 盲 肠 中 均 占 有 绝对 优势 。 
278 © 由 此 得 出 , 饲 粮 中 添加 2.50 mg/kg 叶酸 和 0.009 mg/kg 维生素 Bo REER ER S 


279 ” 菌 群 结构 ， 增 加 有 益 菌 的 丰 度 ， 进 而 提高 生长 性 能 。 
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Effects of Folic Acid and Vitamin B12 Supplementations on Caecal Microflora Structure of 
Gosling 
CHENG Manman ZHANG Tingrong” WANG Baowei KONG Min ZHANG Ming’ai 
YUE Bin GE Wenhua 
(Nutrition and Feed Laboratory of China Agriculture Research System, Institute of High Quality 


Waterfowl, Qingdao Agricultural University; Qingdao 266109, China) 


Abstract: This study investigated the effects of different folic acid and vitamin Bi2 supplemental 
levels in diets on the caecal microflora structure of gosling. A total of 360 one-day-old Wulong 
geese were randomly divided into 6 groups, each group had six replicates and each replicate 
consisted of 5-male and 5-female geese. A 2x3 two-factor (folic acidxvitamin Biz) crossed equal 
replication factorial design was used in this experiment, the folic acid supplemental levels in diets 
were 0.55 and 2.50 mg/kg, respectively, and the vitamin Biz supplemental levels in diets were 


0.009, 0.018 and 0.036 mg/kg, respectively. The folic acid and vitamin Bı2 supplemental levels in 
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diets of groups I to VI were 0.55 and 0.009 mg/kg, 2.50 and 0.018 mg/kg, 0.55 and 0.036 mg/kg, 
2.50 and 0.009 mg/kg, 0.55 and 0.018 mg/kg, 2.50 and 0.036 mg/kg, respectively.The experiment 
lasted for 4 weeks. The 16S rRNA high throughput sequencing technology was used to investigate 
the microbial diversity in the caecum of gosling after the feeding experiment. Based on the 
Illumina HiSeq sequencing platform, and a small fragment library was constructed by paired-end 
sequencing, and then carried on a diversity and significantly different species analysis. The results 
showed as follows: 1) dietary supplemented different levels of folic acid and vitamin Biz had 
significant effects on final body weight (FBW) and average body weight (ADG) of gosling 
(P<0.05), but had no significant effect on feed/gain (F/G) (P>0.05). The FBW and ADG in group 
IV were significantly higher than those in the other five groups (P<0.05). 2) The operational 
taxonomic unit (OUT) number, ACE index and Chaol index of group IV were the highest, which 
demonstrated that the species abundance of group IV was higher than that of the other five 
groups. Clustering analysis showed that the caecal microflora of groups I and VI had the 
highest similarity, and that of groups I and II had the lowest similarity. 3) Firmicutes, 
Bacteroidestes and Proteobacteria were the predominant bacteria phylums. Caecal abundance 
microflora in phylum level was changed by dietary supplemented different levels of folic acid and 
vitamin B12, and the Firmicutes, Bacteroidestes and Proteobacteria changed obviously. A total of 
91 different genera were detected in the ceacal samples. From groups I to VI, 86, 84, 83, 87, 87 
and 83 genera were detected, respectively. The higher relative abundant genera were Desulfovibrio, 
Bacterium, Bacteroides, Alistipes and Barnesiella. The abundance of dominant genera existed 
major difference among different groups. In species level, Bacilus had an absolute advantage in 
the caecal microflora of each group, the relative abundance of Bacilus in groups I to VI was 
93.5%, 93.7%, 87.8%, 95.2%, 93.4% and 87.9%, respectively, and no significant difference was 
found among groups (P>0.05). It is concluded that supplemented 2.5 mg/kg folic acid and 0.009 
mg/kg vitamin Bı2 in the diet can optimize the caecal microflora structure, and increase the 


abundance of beneficial microorganisms, thus to improve the performance of gosling. 


Key words: folic acid; vitamin B12; gosling; growth performance; caecal microflora structure 
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